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(54) Titre: METHODE DE TRAITEMENT DES CANCERS PAR REGULATION DE L'ACTIVITE DES PROTEINES RAS 

(57) Abstract 

The present invention relates to a method for the treatment of cancers by regulation of the activity of ras proteins. More particularly, 
it relates to a method for treating cancers by means of a compound capable of antagonizing the activity of ETS proteins, 

(57) Abrege* 

La prdsente invention concerne une mdthode de traitement des cancers par regulation de I'activitd des protdines ras. Pius 
particulieremem, elle conceme une mdthode de traitement des cancers au moyen d'un compose" capable d'antagomser I'activitd des protdmes 
ETS. 
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METHODE DE TR ATTKMENT PES CANCERS PAR 

REGULATION PE L'ACTIYITE PES PROTEINES RAS 

La presente invention concerne une nouvelle methode pour le traitement des 
cancers. Plus particulierement, elle concerne une mSthode de traitement des cancers 
5 par regulation de I'activitS des proteines ras. Elle concerne 6galement des vecteurs de 
therapie g6nique permettant de reguler 1'activite de la proteine ras, ainsi que les 
compositions phannaceutiques les contenant 

Les produits des genes ras, generalement designes proteines p21, jouent un 
role cle dans le controle de la division cellulaire chez tous les organismes eucaryotes 

10 ou ils ont 6te recherches. Certaines modifications specif iques de ces proteines leur font 
perdre leur controle normal et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi, un grand 
nombre de tumeurs humaines ont 6t6 associees a la presence de genes ras modifies. De 
. meme, une surexpression de ces proteines p21 peut conduire a un dereglement de la 
proliferation cellulaire. Uelucidation des differentes f onctions biologiques de ces 

15 proteines p21 dans les cellules, de leur mode de fonctionnement et de leurs 
caracteristiques est par consequent dun interet majeur pour la comprehension et 
l'approche therapeutique de la cancerog&iSse. 

Le gene ras est un element cl6 d f une voie de signalisation tres conservee de la 
levure a Tespece humaine, reliant rexterieur de la cellule a des effecteurs de la 

20 croissance et de la differenciation cellulaires. Cette voie de signalisation met en jeu un 
certain nombre de composants identifies, et en parti culier des recepteurs tyrosine 
kinase, des proteines de liaison intermediaire (GRF, SOS, etc), les proteines ras, puis 
une cascade de kinases comprenant notarnment Raf, MEKK, MEK et MAPIC 
Cependant, on ne connait pas encore les effecteurs situes en aval de cette voie de 

25 signalisation. II est clair que chacun de ces composants constitue une cible 
therapeutique potentielle pour le traitement des pathologies impliquant \ine 
p-oliferation cellulaire anonmale. Ceci est d'autant plus vrai pour les composants situ6s 
en aval de la voie de signalisation, qui delivrent un message plus specif ique. 

La presente invention resulte en partie de la mise en evidence que les 

30 proteines ETS constituent un mSdiateur de la transformation cellulaire induite par les 
proteines ras. Elle resulte Sgalernent de la mise en evidence qu f il est possible de 
contrecarrer les effets transformants des proteines ras en utilisant des composes 
capables tfantagoniser Tactivit6 des proteines ETS. La presente invention decrit 
egalement des systemes particulierement eff icaces permettant la delivrance in vivo, 
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active telles que les tumeurs du poumon non a petues cellules, 



pancreatiques et coliques, etc. 
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• u- H. Knvention reside done dans ruUBsation d'un composd 
Un premier objet de 1 .nvenl.cn re prfpara ,ion dVne 

capable d'anugoniser 1'ac.ivi.e dea pro.emes ETS pour r. p 
con.posi.ion pharmaceutic destinee au ,rai«emen, dea cancer, 

Plus panicunerament, lea composes cpables d'anragonirer MM *| 

cadre de u pT:; r t d es ^ «* * - - 

cadre de la presen di00UIVUS de fonclion transaenvatnee. 

» all. de f,».on sur W» ^ ^ ^ ^ ^ 

Lea proves ETS f«** « fc fc ^ 

dire de proteines capablea dmteragt. ■ «c 1 ^ ^ ^ 

specifies, e. de stimuler .a «r*Z£Z»J***- «—* : 

rat, de pooler, etc. a « ulSsis dans le cadre de la 

presenle invention. H pent sag, e p conservanl la 

pto,eine ETS par modrac«,onCs * -» +m ^ 
capaci.e de s. lie, mm * .ft-- « eMend toute 

transact P » m ^"' OT ^ :X Idinc.don *. ou rU. acidea 

> — • ^f"*^rt^L uulises dans le cadre de la presente 
amines. Comme ,nd,,oe H-^ ^ „ , 6gio „ 

invention posseden, -—^^l.,, C es modifications son, effeao.es 
rasponsable d. t «~ Av- S ^ ^ ^ ^ 

au niveau des residus 1-160 pour ru. i, * 
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De telles modifications peuvent etre effectuees par exemple par mutagenese 
hi vitro, par introduction d'elements additionnels ou de sequences synthetiques, ou par 
des deletions ou des substitutions des elements originels. Lorsqu'un derive tel que 
defini ci-dessus est realise, son activite d'inhibiteiir partiel de la fixation des proteines 
5 ETS sur leur site de fixation sur l'ADN peut etre mise en evidence de plusieurs fa9ons, 
comme decrit dans les exemples. Toute technique connue de 1'homme de Tart peut bien 
evidemment etre utilisee a cet effet. 

A titre d'exemples de derives des proteines ETS selon l'invention, on peut 
citer notamment les composes suivants : 
10 - APU.l, comprenant les residus 160 a 266 de la proteine PU.l de souris, 

correspondant au site de liaison a l'ADN; 

- N70, comprenant les residus 374 a 485 de la proteine c-Ets-1 de poulet, 
contenant le site de liaison a PADN; 

- N70-DB, comprenant les residus 374 a 472 de la proteine c-Ets-1 de poulet, 
15 contenant le site de liaison a l'ADN; 

- NM(2), comprenant le site de liaison a l'ADN de la proteine c-Ets-2 (residus 
364 a 479). 

Les sequences nucleotidiques et peptidiques de ces composes sont accessibles 
sur banques de donnees (Databank notamment, numero d'acces X07202 par exemple). 

20 Par ailleurs, de tels derives peuvent comporter des modifications supplementaires au 
niveau notamment du site de liaison a l'ADN, permettant en particulier de reduire la 
taille de la sequence pour faciliter sa penetration cellulaire, d'augmenter son activite 
d'inhibition, de cibler sa localisation cellulaire, ou egalemeht de construire des 
sequences adaptees a l'expression dans un type particulier de vecteur ou d'hote. 

25 Dans le cadre de la presente invention, ces composes derives des proteines 

ETS peuvent etre utilises tels quels ou, avantageusement, sous forme de constructions 
genetiques permettant leur expression in vivo. 

Un mode de realisation particulierement avantageux de la presente invention 
consiste en effet a transferer dans les tumeurs une sequence nucleique codant pour un 
30 derive de proteine ETS tel que defini ci-dessus. Cette approche est particulierement 
adaptee au traitement des cancers presentant un oncogene ras active, tels que les 
carcinomes coliques ou bronchiques par exemple. 

La sequence d'acides nucleiques utilisee dans le cadre de la presente invention 
peut etre administree telle quelle, sous forme d'ADN nu selon la technique decrite dans 
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nftfiiM? File oeut egalement et.e administres sous forme 
la demande WO ^^^^J^^^VMLl^^ 
comp.exee, par exen. P le avec J^^^ (1989) 3 75), avec des lipides 

forme de liposomes (Fraley et al., 
(Feigner et a!.. * -quence utilise* dans le 

,Biol.Chem. 255 (1 8 ) 1043 ) et. P ^ ^ ^ en ^ 

cadre de Invention fa,t part * ^ ^ ^ k traitcr , et egalement 

d-ameliorerl'admimstrauon del ac.de nucletq ^ ^ 

s&riri: ce ; — <— i— du — 

... . neu . are tforigte diver**, des lors qull est eapable de 
U vecieur uttl.se peo aK J™ ]a cellules cl „ cire „ses humain«s. 

— ,es Trr« o t :tz^ - — - — ** t 

Dans on mode pre** , * — - ~ ^ ^ adino ., ssodfa (AA V) 
peut etre choisi parmi les aaenov. , 

oule virus del'herpe, & pQur objet tout virus 

A cet egard, la present ^ ^ pQur un 

recombinant comprenant, .nsere d ns so genom ^ ^ ^ ^ plus 

compose capable d'antagomser ***** ^ ^ ^ 

particulierement, die concerne to, v,rus ^ fa ^ ^ mais 

, d'acides nucleique codant pour un denve des ETb p 

depourvu d'activite transact! vatnce. rinve ntion sont defectifs, 

,es,4-dir« nulls son, .ncapablesde « mp, ^ ^ fc ^ fc „ 

WK1 ee. IW^ ■ £ au ^ de5 fences ««- 
S presenle invention est done depourvu ^ .^.^ 

riP ,, M .,on - " - — r.— i — - p» 

(e„ ,ou. oo en par...). so> re dB grg. 

3„ £ sont necessaires a i'encap-ion des pnrticuies 

, ,„ ic „„e rem em d'adenoviros, diffirents serotypes, dont la 
S'agissan, plos panicol element caract6ri ses. Permi oes 

^ciure e. ies propde.es varrenl * • ^ ^ 

serotypea, on prefere *m •*-!•« » ^ animale (voir 

homains de type 2 00 5 (Ad 2 00 AO 5) 
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demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d ! origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mavl, Beard et al, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire 
ou encore simienne (exemple : S AV). De preference, Padenovirus d'origine animale est 
5 un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan 
ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 
Tinvention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de Tinvention comprenent les ITR, 
une sequence permettant Tencapsidation et la sequence codant pour le modulateur des 

10 calpaines. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de 
Tinvention, le gene El et au moins Tun des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 
Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
Thomme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, deletion 
partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles 

15 modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de TADN isole) ou in situ, par 
exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par traitement au 
moyen d'agents mutagenes. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 

20 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portaht 
entre autre la sequence d'ADN codant pour Tinhibiteur des ETS. La recombinaison 
homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 
lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 

25 transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du genome de Tadenovirus defectif, de preference sous forme 
integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut 
mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 
36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son, genome, la partie gauche du 

30 genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs 
derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 
etFR 93 08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recup^res et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

35 
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Concern.* les vims addno-asaocids (AAV), i. s'agi. * vims » ADN de ttiB. 
rela ,iv.men, rdduhe, qui s'integren, dans genome dea ceHu.es «•*•*"• 
Lib. stable «t sitcspecifiqu.. lis sont capable* d'infecter un large spec de 
: r ^ ilire d4e, sur ,a croissant la - 

c* L Pa- ailleurs, ils ne semblen, pas impliques dans des pathologies chez 
cllulaires. Pa- a , ^ „ 

l'homme. Le genome des aav > /rro\ 

«X» 4700 bases, e, contten. a cheque earemitd un. region repetee .oversee OTP.) 
I bases environ, servan. d'origin. de rdplication pour ,e vtnus. U res.e du 
glL es, divisd en 2 regions essen.iel.es ponan. les foncttons d'encaps,da«on ^ U 
Z, gauch. du genome, qui conrieo, le gen. rep tapliqud dims la repl.cn .on vnrd. et 
Creasion des genes viraux; ,a parte droire du genome, qui contien, ,e gene cap 

C ° daM T^t^StaMV pour le «*, de gdnes in vitro e. 
„ vivo ."dans la littdmture <voir — WO 9U.8088; WO = . 
US 4 797,368, US5.139.941, EP 488 528). C.a demandes d.cnv.0. d*en« 
ILtiotts ddrivdes des AAV. dans lesqualles las gdnes rep et/ou cap .son .J*m « 
mmplacds par un gene a. leur utilisation pour transferer .* «- 

en culture) oo in vivo (di.ec.emen. dans un organism.) ted* gene dmter... Us AAV 
"cTmbmama MM .Invention P— •» ■»*■* ^ ^ *" 
„ Cde Clulaire infectd. par un vims auxilinire humain (pa, «-**. _» 
ILoLs) d'un plasmidc comenan. la sequence codan. pou, r.nb,b,,eur des ETS 
W Tdeux rdgLs ripdtdes inv.rae.s (ITR) d'AAV, .. d'un plaam,d. ponan. 1. 
boroe ae aeux re S v Les AAV recombinants produits sont 

genes d'encapsidation (genes rep et cap) d AAV. Les aav 

^nenite nurifies Dar des techniques classiques. 

Tolcel. ^ vims d. IWpds .. les retrovirus, I. constnacuon d. ««, 
t™, 5 a hi latg.rn.nt ddcrite dona la lil.dra.um : voir no.amm.nl Brer.kf.eld et 
TZ r 099.) 203; EP 453242. EP.78220. Bernstein e. ah Gen^Eng 
7 0985) 235; Mccormick. BioTechno.ogy 3 (1985) 689. etc. En pamcuber. « 
St aon d.s vims in.dg.atif, infectam ailectivamen, les cellule, en dmsion. Ds 
, o Zen done des vaceora Art* pou, des applications cancer. U genome des 
) constituent oonc oes teapsidation et trots 

rttrovims contpremi assent, »« d= « ^ " J u ^ des 

rfgi „„s codantes ^ £ « > » ^ „„ . pa „ ie , . 
, *.r. realisds d p** de difddrents types d. rdtrovints tela que notammen, le 
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MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MS V 
("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma' virus"); le SNV 
("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence 
5 d'interet, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d f encapsidation et 
ladite sequence d'interet est generalement construit, puis utilise pour transferer une 
lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 

10 d'encapsidation ont ete decrites dans l'art anterieur, et notamment la lignee PA317 
(US4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer Pactivite transcriptionnelle, ainsi que 
des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender et 

15 al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 
avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus recombinant defectif. Ces 
20 vecteurs possedent en effet des proprietes particulierement interessantes pour le 
transfert de genes dans les cellules tumorales. 

Avantageusement, dans les vecteurs de l'invention, la sequence codant pour le 
derive des ETS est placee sous le controle de signaux permettant son expression dans 

25 les cellules tumorales. Preferentiellement, il s'agit de signaux d'expression 
heterologues, e'est-a-dire de signaux diflerents de ceux naturellement responsables de 
l'expression de l'inhibiteur. II peut s'agir en particulier de sequences responsables de 
1'expression d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir 
de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 

30 sequences promotrices issues du genome de la cellule que 1'on desire infecter. De 
meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus, y compris 
du virus utilise. A cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs El A, MLP, 
CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 
par addition de sequences d'activation, de regulation, ou permettant une expression 

35 tissu-specifique. II peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux 
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d'exoression actifs specifier* ou majoritairement dans les cellules tumorals, de 
IXTLV * sequence d'ADN ne soit expnmee et ne produise son effet que 
lorsaue le virus a effectivement infecte une cellule tumorale. 

' Dans un .ode partner de realisation, .'invention concerne un « 
recombinant defectif comprint une sequence d'ADNc codant pour ^ un^denv de 
ETS sous le controle d'un promoteur viral, choisi de preference parm, le LTR-RSV et 

{e?T ° m0 Z^s un .ode prefer, Mention conce™;^^— 
defectif com renant une sequence d'ADN codant pour un denve des ET 
controle d'un promoteur permettant une express.on mapnta.re dans les cellules 

"^expression est consider* comme majorize au sens de HnvenUon lorsque 
m eme si une expression residuelle est observee dans d'autres types cel.ula.res, les 
niveaux depression sont superieurs dans les cellules tumora.es. 

La presente invention concerne ega.ement toute composition pharmaceutique 
comorenant un ou plusieurs virus recombinants defectifs tels que decnts 
TSZLTcm compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
^iZtions par voie topique, orale, parenteral intra-e = euse 

— bi:~ 

:~ P tab, pour une —on ^~~ZZZ 

d n 2 2 d'eau steri.isee ou de serum physio.ogique, permettent .a consntut.on de 
, ^es Rabies. Ejection directe dans .a tumeur du patient est avantageuse car 
e.le permet de concentrer 1'effet therapeutique au niveau des fssus affectes. 

Les doses de virus recombinant defectif utilisees pour .'injection peuvent etre 
adapt.es en Lion de differents parametres, et notamment en fonction du vecteur 
D 2 7u mode d'administration utilise, de la patho.ogie concemee ou encore de la 
ZL du "Lent recherchee. D'une maniere genera.e, ,es ad.no.rus reco— 
duree ou ad ministres sous forme de doses composes entre 10 

et 10' ptu/mi, « u v determine par 
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du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu 
d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. Concernant les 
retrovirus, les compositions selon l'invention peuvent comporter directement les 
cellules productrices, en vue de leur implantation. 
5 Les compositions pharmaceutiques selon invention peuvent etre utilisees 

pour moduler I'activation des proteines p21 et de ce fait pour moduler la proliferation 
de certains types cellulaires. Plus particulierement, ces compositions pharmaceutiques 
sont destinees au traitement de cancers presentant un oncogene ras active. De 
nombreux cancers ont en effet ete associes a la presence de proteines ras 
10 oncogeniques. Parmi les cancers renfermant !e plus souvent des genes ras mutes, on 
peut citer notamment les adenocarcinomes du pancreas, dont 90% ont un oncogene 
Ki-ras mute sur le douzieme codon (Almoguera et coll., Cell J53 (1988) 549), les 
adenocarcinomes du colon et les cancers de la thyroide (50%), ou les carcinomes du 
poumon et les leucemies myeloides (30%, Bos, J.L. Cancer Res. 42 (1989) 4682). 

15 L'invention a encore pour objet Tutilisation des molecules decrites ci-avant 

pour moduler I'activite des proteines p21. En particulier, l'invention concerne 
l'utilisation de ces molecules pour inhiber au moins partiellement I'activation des 
proteines p21. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
20 exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Techniques generates de hiologie molecnlaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
25 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
30 connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al. f "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
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L*—T. CCd Spring Harbor, N.Y.. 1982; A-*- FM. « ^ 

~«.^f^-J™'^^t i rl MI3 son. 
Us plasmides de type pBR322, put- ei les pnagea 

d'origine commercial (Bethesda Research Laboratories). 

Pou, les ligatures, les fragments d'ADN peuven, to separes selon leur mile 
pa, aeclrophorise en gels d'.garose on d'acrylamide. etfrahs » phenol ou par un 

l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandaUons du foumtsseur. 

U tempi ssage des eremites 9f paoeninenre, pen. to effectue par le 
fmgmen^ Z Klenot de l'ADN Polymerase . d'E coll (Biolabs. selon les 
Xta. du fournisseur. La desmtction des elites 3' proemtnentes m 
^ Sen presence de l'ADN Polymerase du phage T4 .Biolabs) utihsee se on 1« 
ImmandaLs du fabricant. U destruction des ex.enti.es 5' p— es e, 
effecluee par un traitement raenag* par la nuclease SI. 

U mutagens dirig* in vino par oligodeoxynuclSottdes synfcehques pen 
». effelee selon 1. methode developpee par Taylor e. .L [Nucleic Ac* Res. 11 
(1 9851 8749.8764] en utilisant le kit distribue par Atnersham. 

L'amplificatlon enzymatique de fragments d'ADN par 
PCR Kolytlse-catelyaed Chain Reaction. Md R.K. - -.ta-BJO « 
1350-1354- Mullis K.B. e. Faloona F.A.. Me.h. Enzym. 1S5. U987) 335 350] pen. 
to = f«le en udlisan. un "DNA .bemtal cycler" (PerWn Elmer Cetus) selon les 

Bremen, dans les condido. -j-r = 5--» . »0 
minute « 9S°C, 2 mtnutes a 58 C puts 3 mmu.es ' 
„ m „ri6es Les produits d'amplification sont analyses par electrophorese sur gel. 
Wr0P u v«c,io„ des s^ences nucKotidiques pen, to ^ 
m ahode d 4 ve,opp* par Sanger e. ... IProc. Nad. Acad. Sc.. USA, 74. „977, 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Atnersham. 



y.Ypmples 
30 Fvpmple I . Materiel et Methodes 

1.1. Constructions utilisees 



. Le plasmide pBLCAT4(4B) comporte notamment le domaine a de 

i ^r^mrttMir de la thymidine kinase et un gene 
l'enhancer du virus du polyome, le promoteur de la tnymi 



WO 96/10087 



PCI7FR95/01227 



11 

marqueur (le gene CAT). La construction de ce plasmide a ete decrite dans Wasylyk et 
al., Genes Dev., 6, 965-974. Le plasmide pBLCAT4 correspond au plasmide 
pBLCAT4(4B), mais depourvu du domaine a de 1'enhancer du virus du polyome. 

- Les constructions suivantes ont ete decrites dans la litterature: N70, NM(2), 
5 DELTA PU. 1 , [NN(P)] f N69, N72 (Wasylyk et al., Genes Dev., 6, 965-974 et Cell 
Growth and Differ., 3, 617-625 ); N70-DELTAB(Wasylyk et al.,Eur. J. Biochem., 
211,7-18 et Nucl. Acids Res., 1, 523-529); Gal4, Gal4-VP16, UAS-CAT (Webster et 
al., Cell, 52, 169-178); pSLJDELTA9Jun (Lloyd et al., Nature, 352, 635-638); pKJ-1 
(Lohnes et al., Cell,, 73, 381-393). 

10 1.2. Cultures cellulaires 

Les cellules NIH3T3 transformees par Ras (lignee DT) et leurs cellules meres 
NIH3T3 non transformees (lignee CI 1) sont cultivees sur milieu Dubelco enrichi en 
antibiotiques et 10% de serum de veau foetal. Sauf lorsque cela est sp6cifi£, les 
transformations cellulaires ont ete effectuees comme suit : 5 plaques de 90mm 

15 contenant des cellules DT sont incubees pendant 20 heures en presence d'un precipite 
de phosphate de calcium contenant 5\xg d'un vecteur d'expression d'un derive Ets, 0,5 
pg de pKJ-1 et 15 pg de pEMBL18 par plaque. Les plaques sont ensuite lavees, de 
nouveau incubees 24 heures avec du milieu frais, puis avec un mileu contenant lmg/ml 
de G418 (melange de sulfate de geneticine, GIBCO) jusqu'a apparition des clones. Les 

20 clones sont selectionnes par enrichissement par adhesion (Lloyd et al., voir ci-dessus), 
cultives en culture en masse et congeles. Les lignees cellulaires sont ensuite propagees 
dans un milieu contenant 500|ig/ml puis 300pg/ml de G418. Six lignees cellulaires 
derivees des cellules DT, comportant un plasmide d'expression d f un derive de la 
proteinePU.l ont ainsi ete etablies : APU-R1(49PU), APU-R2(4811), APU-R3(4711), 

25 APU-R4(5 1 ), APU-R5(46 11 ) et APU-R6(52). 

Exemple 2 : Inhibition de la transformation induite par ras en utilisant des derives de 
deletion des proteines ETS 

30 L'activite inhibitrice des derives de deletion des proteines ETS selon 

l'invention a ete mise en evidence tout d'abord en utilisant la technique de transfection 
transitoire dans les fibroblastes LMTK', Ces transfections contiennent un plasmide 
d'expression de ras et un plasmide reporteur, pBLCAT4(4B), comprenant notamment 
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,e domaine a de 1'enhancer du virus du polyome, le promoleur de la thymine kmase 
et un gene marqueur (le gene CAT) (Cf exemp.e 1.1.)- Dans ces cellu es, express.cn 
de ras stimule la transcription par le domaine « de 1'enhancer du vrus ; du polyome. La 
co-expression dans ces cellules de derives des proteines ETS selon Imvent.on permet 

5 d'inhiber cette activation par ras. . 

Les cellules LMTK" ont ete transferees en presence de phosphate de calcmm 
par le plasmide reporteur, pBLCAT4(4B), ou un plasmide temoin depourvu des 
Lments de reponse a ras (pBLCAT4); et differentes quantites (quanfte totale : 20 

ug) : 

in - d'un vecteur d'expression de ras (pRCBx2) 

- d'un vecteur d'expression d'une proteine derivee de ETS selon l'mvent.on, et 
-de plasmide neutrepEMBLl 8. 

Les cellules sont incubees 36 heures dans un milieu pauvre en serum (0,05 /o 
SVF) et les extraits cellulaires sont ensuite analyses pour Expression de l'actmte 
15 CAT Les activites CAT observees ont ete normalises par rapport a 1'actmte obtenue 
dans les cellules transform* par le plasmide P BLCAT4(4B) seulement, arb— 
fixee a 100 Les resultats obtenus sont presenter dans la table 1. lis represented la 
moyenne de 2 a 10 experiences differentes de transfection. 

Les resultats obtenus montrent que la sequence codant pour APU.l est 
20 capable d'inhiber specifiquement a la fois 1'activation du domaine a par ras et 1 acttvtte 
constitutive de ras. En revanche, cette sequence n'a aucun effet sur ~v., 
par un facteur heterologue constitue du site de ha,son a 1'ADN de GAL4 1 e au 
domaine transactor de VP16 (GAL4-VP16). Ces resultats ^ontr^ ') - 
activite d'inhibition tres elevee des sequences selon 1'invenfon et (n) que cette act.vrte 
25 otmbil est specify du domaine a et n'est pas liee a un effet no,spec,f,que sur ,a 

viabilite ou la transcription cellulaires. 

Les resultats obtenus montrent que la meme actmte d'mlubmon selecuve est 
obser v,e ^ utilisant les derives des proves ETS N70, N70-AB et NM^En 
revanche, .'utilisation d'un derive de ETS modifie au mveau du omame de la so 
30 l'ADN (N69 comportant les residus 382-485, et N72 comportant les restdus 383-485) 
nSffet sur .'activation par ras, ce qui connrme bien le caractere specie de 
Inhibition observee avec les derives selon I'invent.on. 
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Exemple 3 : Les derives de deletion des proteines ETS inhibent la formation de 
colonies en agar, la croissance en milieu pauvre en serum, la densite de saturation et 
I'apoptose. 

L'activite des constructions selon l'inverition sur la voie de signalisation par 
5 ras a ete confirmee par etude de leur effet sur la formation de colonies, la croissance 
en milieu pauvre en serum, la densite de saturation et Papoptose. 
1. Formation de colonies 

Pour cela, 10 4 cellules (cellules CI 1, DT, et lignees APU etablies) ont ete 
ensemencees dans 0,75% d'agar dans des plaques multipuits Falcon, diametre des puits 

10 : 3,5cm), selon la technique decrite par Wharton et Smith (In R.Baserga (ed), M Cell 
Growth and Division"; IRL Press, Oxford, 1989, pi 39). Le nombre de colonies 
formees et le nombre de cellules par colonie (taille des colonies) ont ete determines 8 
jours apres. Chaque valeur donnee correspond a une moyenne de quatre experiences 
realisees en double. Les resultats obtenus sont presentes sur la table 2. 

15 Les resultats montrent que les cellules DT (transformees par ras) forment des 

colonies beaucoup plus importantes que les cellules CI 1 (non transformees par ras). 
Ce tableau montre egalement que les lignees APU ne donnent que quelques colonies 
de petites tailles, ce qui montre bien que, dans ces lignees, l'activite transformante de 
ras est inhibee. 

20 2. Croissance en milieu pauvre en serum et densite de saturation 

Par ailleurs, cette experience a permis de montrer que les cellules CI 1 (non 
transformees par ras) sont plus sensibles que les cellules DT aux faibles concentrations 
en serum : elles poussent plus lentement et leur croissance s'arrete a des densites de 
saturation bien inferieures en raison d'inhibitions de contact. Cette experience a permis 

25 de montrer que les cellules des lignees APU poussaient egalement beaucoup plus 
lentement que les cellules DT, et atteignaient la saturation a des densites bien 
inferieures. Ces resultats confirment que les lignees APU se component comme la 
lignee non transformee par ras, et sont done capables de reverter les effets de ras. 
3. Apoptose 

30 L'effet de ras et des composes de invention sur la mort cellulaire par 

apoptose a ete etudie en cultivant 10 s cellules sur des plaques de 90mm dans les 
conditions decrites dans l'exemple 1.2. A differents temps, une plaque a ete utilisee 
pour compter le nombre de cellules viables et 2 plaques pour isoler l'ADN cellulaire et 
analyser son profil selon la technique decrite par Debbas et al. (Genes & Dev. 7 (1993) 

35 546). II a ainsi ete observe que les cellules CI 1 (non transformees par ras) arretent de 
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• confluence mais restent viables, tant dis que les cellules DT meurent par 
pousser a degradation de I'ADN des cellules DT caracteristique de 

apoptose. En P^; 1 ^ 8 m£me avant la dilution du nombre de 

l'apoptose a pu etre observee, 

tur;T^U ^s- aLne de g rada,i„n du ryp. obaer* dans 
X™ tnaine\Jada,ion es, ooservee PO^ I. OPU-R3-6. r»a,s bra. 

• ? «ThrfM. CU non transfer***. «m du point de vue de la form».,on 
caracteristiquesdetoo^uteCll ^ ^ ^ fc ^ 

Iple de reverter ,e W — , indui, pa, - 
£ilM ^ : us derives d. d«e,.on des proves ETS inhiben. U fonnation de 

r e'^I- .'activite — des ^ ™ * ^ 
r • I« tnmeurs in vivo Pour cela, 10 6 cellules (cellules Cll, DT, et 
J"' VZ Z S rSl. ddco^s on, M eu,.ive K en nriKeu Dulbecoo 
8 T ^ e « SVF trypsinisees puis urilisees pour finjacnon. L«s ce.lu.ea on, 

«- > »«• de cMue coti du dM de . soun5 

H i u SI del tulrs fomrees a ensuire era mesur. I We de fers aux 

reprds««Umo^naob,«nu.^r*,u«aoum. ^ ^ 

i oc rp*nltats obtenus montrent que les ceuuica ^ v 
Us 2 les SO uris nude qui sont clairement detectab.es 3 jours apres 

forment des ; tumeun - ~ aucune tumeur 

finjection. Au contra.re, les cellules aux 

d aec,a b .e. Can resubata ^-£^^1+1+* 
11 i« TYT nn effet tumor gene nettement diminue, vuu.c ^ff 

transformante de ras a ete inhibee au moins en pame. 
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Ces resultats montrent done clairement que les composes selon I'invention 
presentent in vivo des proprietes antitumorales importantes. 

Exemple 5 : Effets inhibiteurs de derives de deletion des proteines c-ETS-1 et c-ETS- 
5 2. 

Cet exemple montre que l'activite mise en evidence dans le cadre de la 
presente invention n'est pas limitee aux derives de PU, mais existe aussi pour des 
derives d'autre proteines de la famille des ETS. 

Six clones independants correspondant a chaque derive d'ETS suivants ont 

10 ete etablis selon le protocole decrit dans l'exemple 1.2. : APU, N70, N70-A et NM(2). 
Ces clones ont ensuite ete cultives en culture de masse, selectionnes, et analyses pour 
differents criteres de reversion du phenotype ras transforme comme decrit dans les 
exemples 2 a 4 : ADN integre, activite de liaison de l'ADN, niveaux de proteine ras, 
formation de colonies en soft agar, croissance en milieu pauvre en serum, niveaux 

15 d'ARN de la cathepsine L. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 4. Les 
valeurs donnees sont la moyenne des experiences realisees. Les resultats presentes 
dans le tableau 4 montrent que les differentes lignees cellulaires contiennent de TADN 
integre et expriment une proteine capable de lier les motifs ETS. Ces lignees ne 
forment que peu de colonies en soft agar, presentent un temps de doublement reduit en 

20 milieu pauvre en serum, s*arretent de pousser a une densite de saturation faible, et ont 
des niveaux de cathepsine intacts. Ces resultats confirment clairemen que le phenotype 
ras peut etre reverse selon I'invention par des derives d f ETS de differentes origines. 

Exemple 6 : Construction d'un adenovirus recombinant exprimant un derive de 
deletion des proteines ETS. 

25 Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant comportant 

une sequence d'acides nucleiques codant pour un deriv6 des proteines ETS selon 
I'invention. Cet adenovirus est constmit par recombinaison homologue entre 
l'adenovirus defectif Ad-dll324 et un plasmide portant la sequence codant pour ledit 
derive plasmide pAPU.l. 

30 4.1. Construction du plasmide pAPU.l 

Le plasmide pAPU.l comporte la sequence codant pour le derive de deletion 
de la proteine PU.l sous le controle du promoteur LTR-RSV, ainsi que des regions 
de l'adenovirus permettant la recombinaison homologue. II est construit par insertion 
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pAd.RSVpGaI ^^^ir^ ^ * Ad5 

''^'''"tam poor u N^dase - " —* d " W 

WUViroS r^ d Ct« a, genome de V— s Aft * * 

racomb—o.gue enrre ,e P^ide 

piasmid. pAd.RSVpG.1 a ere dtoit par Strarford-Pemeeude, « al. 

90 (1992) 626). 

4 ,. Condon deVad^s,—, ^ 

^d^r; : rr n » — - - - 

aaenovuui d'adenovinis. 
fonctions codees par les reg.ons El (El A et Ellfc>J ^binaison 
P, us nrecisement, l'adenovirus recombinant est obtenu par re 

Vo entre 'adenovirus mutant Ad-dll324 fThimmappaya et al., Ce 0 
homologue in vivo entre 1 aaeno protocole suivant : le 

31 OM *3> . le vac- « *- ^ CI. son. co- 

rransrecres dans U bgnee293^ ^ * ^ ^ gont e.ui.e 

recombinaison homologue. Us edenov.ru l'ADN de Vadenovims 

B r;r :~ — — - — aymi - *" 

d'environ 10 10 pfu/ml. 

• virales sent purifiees par centrifugation sur gradient de 
Les part.cules v.rales sent p v Graham „ al ., 

chlorure de cesium selon les ^^^L^ a -80»C dans 20 « 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus obtenu peut etre conserv 

30 de glycerol. 

M . Onsrrucnon den — «— ^ - — * < fl *°" 
toproteinesETS. consmictb „ ffu „ retrovirus reeombioant comports 

. JT^^ poua - - * ,— « - 
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Tinvention. Ce retrovirus comporte en outre une sequence de bloquage de la 
transcription permettant de prevenir la toxicite eventuelle du derive de deletion ETS 
sur la croissance de la lignee d'encapsidation utilisee. 

5 Le retrovirus recombinant est construit a partir du plasmide pnlsLacZ RT 

decrit par Tchenio et al (J. Virol. 66 (1992) 1571) par substitution du gene nlsLacZ 
par la sequence codant pour le derive de deletion de la proteine PU.l. Le plasmide 
ainsi obtenu cornprend essentiellement les elements suivants : 

- Les LTR du retrovirus MoMLV; 

10 - La sequence d'encapsidation incluant une partie du gene gag du retrovirus 

MoMLV; et, 

- Une cassette d'expression du derive de PU.l comportant la sequence 
codante sous le controle du promoteur du gene de la thymidine kinase du virus HSV 
separes par une sequence de bloquage de la transcription (site de polyadenylation du 

15 virus SV40) flanquee d'un site accepteur et d'un site donneur d'epissage. 

Ce plasmide est ensuite utilise pour generer les retrovirus recombinants 
correspondants par transfection, en presence de phosphate de calcium, dans les 
cellules d'encapsidation GP+envAm-12. Les retrovirus recombinants ainsi produits 
sont ensuite isoles du milieu de culture, purifies puis conserves en vue de leur 

20 utilisation. II est egalement possible d'utiliser directement les lignees d'encapsidation 
transferees (lignees productrices) sous forme d'implants. 
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REVINDICATIONS 



cancers. 



, „ se,on —ion , depose — 

moins pariiellement la fixation a I'ADN des proteines ETS. 

j- 9 raracterisee en ce que le compose est 
3. Utilisation selon la revend.cat.on 2 caractensee 

un derive des proteines ETS. 

10 est un derive des proteines ETS capable 
depourvu de fonction transactivatrice. 

5 Ufifiaafion se,on >a -end'cafion 3 ou 4 cantons* - - - * 
dtriv. des proteines ETS par mumion et/oo M*~ 

15 derive des proteines ETS par mutation ei 

, Utifisafion seinn ,,n. des — i -£» • «— • - CO W 

u • • API] 1 N70, N70-DB, et NM(2). 
compose est choisi parmi APU. i, in /«, 

,..„„. codant pour un derive des proteines 
8. Utilisation dune sequence nucle.que codant po ^ 

FTS capable d'antagoniser Vactivite des prote.nes ETS pour p P 

v n nharmaceutique destinee au traitement des cancers. 
20 composition pharmaceuuquc u 

encore tel quel. 

Miration 8 ou 9 caractensee en ce que l'acide 
25 10. Utilisation selon la revendication 8 ou 

nucleiquefaitpartied'unvecteur. 
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11. Utilisation selon la revendication 10 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique fait partie d'un vecteur viral, choisi parmi les adenovirus, les retrovirus et les 
virus adeno-associes. 

12. Vecteur viral comprenant une sequence d'acide nucleique codant pour un 
5 compose capable d'inhiber au moins partiellement la fixation sur l'ADN des proteines 

ETS. 

13. Vecteur viral selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il est choisi 
parmi les adenovirus, les retrovirus et les virus adeno-associes. 

14. Vecteur viral selon Tune des revendications 12 ou 13 caracterise en ce 

* 

10 qu'il comprend une sequence codant pour un derive des proteines ETS capable de se 
lier au site de fixation sur l'ADN, mais depourvu de fonction transactivatrice. 

15. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour un derive des proteines ETS capable de se lier au site de fixation sur l'ADN, mais 

15 depourvu de fonction transactivatrice, sous le controle d'un promoteur viral. 

16. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour un derive des proteines ETS capable de se Her au site de fixation sur l'ADN, mais 
depourvu de fonction transactivatrice, sous le controle d'un promoteur permettant une 

20 expression majoritaire dans les cellules tumorales. 

17. Virus recombinant defectif selon les revendications 15 ou 16 caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un adenovirus ou d'un retrovirus. 

18. Composition pharmaceutique comprenant une sequence d'acides 
25 nucleiques codant pour un derive des proteines ETS capable de se lier au site de 

fixation sur l'ADN, mais depourvu de fonction transactivatrice. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vecteur viral selon Tune des revendications 12 a 17. 

.20. Composition selon la revendication 17 formulee en vue d'une 
30 administration intra-tumorale. 
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